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Resumo 
 
O hobby da aquariofilia é uma das atrações mais populares, representando uma 
grande oportunidade de crescimento económico para a aquacultura ornamental, bem 
como uma contribuição para a sustentabilidade dos stocks naturais das várias espécies 
cultivadas (Wabnitz et al., 2003). O peixe-palhaço, Amphiprion percula, é uma espécie 
de elevado valor comercial, devido à sua coloração laranja intensa e comportamento de 
simbiose interessante com várias espécies de anémonas, sendo uma espécie chave 
para a aquacultura ornamental (Madhu et al., 2006).  
 
Juvenis de A. percula foram expostos a três novas formulações de dietas, 
contendo diferentes suplementos, com o objetivo de avaliar o seu efeito no crescimento, 
sobrevivência e alterações na pigmentação dos indivíduos. As dietas eram 
suplementadas com copépodes, Chlorella e uma mistura das duas anteriores, sendo 
usada como controlo uma formulação comercial.  
 
Peixes-palhaço com peso médio de 0,13±0,06g foram mantidos em sistema RAS, 
composto por 12 aquários de 40L e foram alimentados com as dietas experimentais até 
à saciedade, três vezes ao dia, durante 93 dias. No final do ensaio foram expostos a 
pesagem e medição para avaliação do seu crescimento. Três indivíduos de cada 
aquário foram retirados para análise da pigmentação da pele através de 
espectrofotometria, e fotografias tiradas ao longo do ensaio foram analisadas através 
do modelo HSB (Matiz-Saturação-Brilho).  
 
Embora todas as dietas tenham demonstrado eficácia em promover crescimento 
e sobrevivência nos juvenis de A. percula, a suplementação com copépodes parece ser 
a mais eficaz para um rápido crescimento e aumento da pigmentação laranja na pele 
dos peixes. A melhoria destes aspetos é bastante importante, não só porque permite 
acelerar a produção em larga escala de indivíduos em cativeiro, nunca esquecendo o 
seu bem-estar, bem como a melhoria da pigmentação que os torna mais desejados, 
evitando a sobre exploração dos stocks de indivíduos selvagens.  
 
Palavras-chave: Aquacultura ornamental, Copépodes, Chlorella, Crescimento, 
Pigmentação 
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Abstract 
 
The marine aquarium hobby is one of the most popular, representing a great 
opportunity  of business for the ornamental aquaculture, as well as contributing to the 
sustainability of the natural stocks of the various species cultivated (Wabnitz et al., 2003). 
Clownfish, Amphiprion percula, is a specie with a high commercial value associated, 
which is caused by its intense orange coloration and symbiosis behaviour with some 
anemones. This factors turn A. percula into a key specie for the ornamental aquaculture 
(Madhu et al., 2006). 
 
Juvenile A. percula were exposed to three new diet formula, with different 
supplements, intending to evaluate the effects on growth, survival and pigmentation of 
the individuals. Diets contained copepods, Chlorella and a mix of both. Control diet was 
a commercial formula. 
 
Clownfish weighting 0.13±0.06g were kept in a RAS system, with twelve 40L 
aquaria and were fed with the experimental diets ad libitum, three times a day for 93 
days. At the end of the assay fish were weighted and measured to evaluate the growth. 
Three individuals of each aquarium were used for skin pigmentation analysis, by means 
of spectrophotometry and photography’s taken along the experiment were analysed, 
using the HSB (Hue-Saturation-Brightness) model. 
 
Despite every diet showed efficiency promoting growth and survival in juvenile  
A. percula, supplementation with copepods seemed to be the most efficient for a faster 
growth and a more intense orange skin pigmentation. The development of this aspects 
is of high importance, not only for the mass production acceleration in captivity, keeping 
in mind the fish well-being, but to improve the pigmentation which makes them more 
desirable, avoiding the wild stocks depletion. 
 
Key-words: Ornamental aquaculture, Copepods, Chlorella, Growth, 
Pigmentation 
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1. Introdução 
 
A aquacultura contribui para o abastecimento dos mercados com organismos 
aquáticos sem que haja esgotamento dos recursos naturais, respondendo à intensa 
procura que se verifica nos dias de hoje (Tlusty, 2002). Apesar da maior parte da produção 
mundial deste setor, ter como finalidade a produção de alimento, contribuindo para o bem-
estar e prosperidade da população, a aquacultura ornamental é, também, um mercado 
importante desta indústria (Tlusty, 2002). 
 
O hobby da aquariofilia tem-se tornado cada vez mais lucrativo. O aumento do 
número de aquaristas interessados neste negócio tem vindo a crescer ao longo dos anos 
(Dhaneesh et al., 2012), fazendo com que, hoje em dia, o número de peixes ornamentais 
disponíveis no mercado atinja as 1800 espécies (Rhyne et al., 2012). Estima-se que 
apenas o negócio da venda de espécies ornamentais esteja avaliado em mais de 8 biliões 
de dólares. Enquanto indústria global, incluindo aquários, plantas, acessórios, alimentação, 
medicação, etc., este negócio ronda os 20 biliões de dólares de acordo com Kumar et al. 
(2015).  
 
A crescente procura por estes organismos tem tido impactos negativos, sendo que a 
maioria dos ornamentais de água salgada são capturados no ambiente selvagem, 
causando grande preocupação com a depleção dos stocks devido à sua sobre-exploração, 
bem como a destruição e a danificação dos recifes pela ação dos métodos de captura 
(Madhu et al., 2006). As técnicas de captura passam pelo uso de cianeto para anestesiar 
as espécies de elevado valor. O uso deste composto químico é conhecido por ser não 
seletivo, chegando a atingir várias espécies de invertebrados, apresentando uma ação 
altamente destrutiva (Mak et al., 2005). O branqueamento de corais, depois da sua 
exposição a cianeto, é um dos efeitos mais graves observados (Cervino et al., 2003). 
Embora os recifes cubram menos de 1% no ambiente marinho, são considerados os 
ecossistemas mais produtivos e ricos da terra. Suportam mais de 4000 espécies de peixes, 
cerca de 800 espécies de corais que compõem os recifes e outros milhares de 
invertebrados. As últimas décadas têm sido caracterizadas por efeitos antropogénicos 
negativos nos recifes de coral. A sedimentação, o enriquecimento de nutrientes por dejetos 
humanos e produtos de agricultura, sobre pesca e aquecimento global, juntamente com a 
pesca intensiva como resposta à demanda do hobby da aquariofilia apresenta um impacto 
muito importante no desaparecimento dos recifes.  
 2 
 
É estimado que, desde os oceanos até aos aquários, o número de peixes que 
chegam aos mercados ainda vivos não atinjam os 20% (Gordon e Hecht, 2002), acabando 
por morrer durante a captura, transporte, devido ao uso de compostos químicos durante a 
captura, práticas de manuseamento desadequadas e doenças (Wabnitz et al., 2003). Os 
fracos números de sobrevivência observados nos indivíduos capturados, devido à 
dependência da indústria da captura de espécimes selvagens para suprir as necessidades 
do crescente negócio, incentivou todos os intervenientes envolvidos a iniciar um esforço a 
nível mundial para minimizar a pressão nas populações naturais das espécies ornamentais 
marinhas, com o intuito de promover a sustentabilidade destes valiosos recursos (Corbin, 
2001; Olivotto et al., 2011; Kumar et al., 2015). Tlusty (2002) afirmou que o cultivo de peixes 
e invertebrados ornamentais é atualmente reconhecido como uma possível alternativa à 
recolha de animais do seu ambiente selvagem mas, ainda assim, a maioria das espécies 
cultivadas não são produzidas em volume suficiente para sustentar o mercado da 
aquariofilia (Ho et al., 2013).  
 
Há cerca de uma década atrás, apenas 100 das 800 espécies marinhas ativamente 
comercializadas para o hobby da aquariofilia eram provenientes de cultivo, e apenas 1,4% 
eram disponibilizadas ao consumidor (Tlusty, 2002; Wabnitz et al., 2003). Contrariamente, 
em relação a espécies de água doce, mais de 90% são conseguidas em cativeiro (Gordon 
e Hecht, 2002; Kumar et al., 2015). Mas, graças aos esforços referidos para o 
desenvolvimento da aquacultura ornamental, hoje em dia o número de peixes ornamentais 
marinhos cultivados ultrapassa as 84 espécies, incluindo peixes-palhaço, donzelas, góbios, 
cardinais e pseudochromis (Gopakumar, 2006).  
 
É de esperar que a grande maioria do mercado interessado nas espécies mais 
populares fique satisfeito com peixes provenientes de aquacultura mas, ainda assim, 
existem certos entraves inerentes a este tipo de produções, como a falta de conhecimento 
acerca da alimentação e reprodução e necessidades nutricionais das larvas, sendo que as 
deficiências apresentadas pelos indivíduos podem ser um fator limitante para o sucesso 
deste tipo de produção (Önal et al., 2008; Olivotto et al., 2011). Contudo, tem-se observado 
uma melhoria das tecnologias de cultivo, estando a família Pomacentridae, à qual fazem 
parte os peixes-palhaço, envolvida da maioria das experiências reprodutivas (Olivotto et 
al., 2003). 
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Para além de ajudar no suprimento das necessidades do mercado da aquariofilia, a 
aquacultura ornamental poderá colaborar com investigações por forma a resolver as 
dificuldades ainda verificadas. Aspetos como a possibilidade de recolha de informação 
importante acerca do ciclo de vida das diferentes espécies (idade de maturação, 
fecundidade), aumento da sobrevivência e adaptação a cativeiro das espécies mais 
sensíveis, melhor gestão dos stocks naturais e a forma como estes organismos respondem 
aos impactos pelo ser humano poderão ser resolvidos com a ajuda de diversos estudos, 
contribuindo para melhorias do cultivo de diversas espécies (Wittenrich, 2007; Olivotto et 
al., 2011). 
 
Dentro das diferentes espécies ornamentais marinhas, o género Amphiprion e 
Premnas pertencentes à família anteriormente descrita, e à subfamília Amphiprioninae, 
comummente conhecidos por peixes-palhaço, são uma das maiores atrações em todo o 
mundo. Esta fama deve-se a aspetos físicos como pequeno tamanho, robustez e coloração 
atrativa, e aspetos comportamentais como fácil adaptabilidade à vida em cativeiro, 
aceitabilidade de dietas artificias, fascinante comportamento e relação simbiótica com 
anémonas (Madhu et al., 2006; Avella et al., 2007; Wittenrich, 2007). 
 
Amphiprion percula é uma das 32 espécies pertencentes à família Pomacentridae. 
Tipicamente, os indivíduos desta espécie possuem uma cor laranja brilhante, com três 
linhas laterais brancas verticais, sendo que a central possui uma protuberância na zona 
anterior. Estas linhas são delineadas com grossas margens pretas, que podem preencher 
a zona anterior do indivíduo. Também as barbatanas apresentam pigmentação preta ao 
longo das margens. O tamanho máximo atingido pelos indivíduos é de 110mm. 
 
a) 
  
b) 
 
 Figura 1.1 - Exemplares de peixe-palhaço, Amphiprion ocellaris, em cativeiro. Autor: Sanjay 
Joshi (a) e Asawin Lekprathum (National Geographic) (b). 
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Vivem em lagoas costeiras ou recifes de coral do Pacífico Oeste, na zona geográfica 
da Grande Barreira de Coral Australiana (Lieske e Myers, 1994), formando pequenos 
grupos entre 2 e 6 membros, no qual o indivíduo maior é a fêmea reprodutora, o 2º indivíduo 
da hierarquia de tamanho é o macho reprodutor e os restantes são não reprodutores 
(Fautin, 1992; Buston, 2003). A diferença de tamanhos mantém a ordem no grupo e apenas 
quando um dos peixes mais acima na hierarquia morre é que os restantes sobem no grupo. 
Caso a fêmea dominante morra ou desapareça é o macho reprodutor que a substitui, 
sofrendo inversão sexual (hermafroditismo protândrico). Normalmente o laço entre fêmea-
macho apenas é quebrado quando um dos membros é perdido. Numa população a 
conversão de um macho funcional para fêmea, ou de um macho imaturo para macho 
reprodutor pode demorar desde alguns meses até um ano (Hoff, 1996; Yasir e Qin, 2007).  
 
Em termos de reprodução, os indivíduos desta espécie são reprodutores bentónicos, 
fixando os ovos numa rocha protegida pela anémona com a qual possuem relação 
simbiótica, previamente limpa pelo macho reprodutor. Os ovos são altamente pigmentados 
e contêm carotenoides no saco vitelino, resultando em ovos com coloração laranja. Depois 
da postura, ambos os reprodutores se mantém por perto até as larvas eclodirem, 
remexendo o ninho com as barbatanas para fornecer oxigénio e removendo ovos mortos 
(Green e McCormick, 2004). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2 - Exemplar de juvenil de Amphiprion percula, utilizado no trabalho 
experimental. Autor: Ivan Freitas. 
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Devido às suas características fisiológicas, morfológicas e comportamentais, os 
peixes-palhaço são dos ornamentais marinhos mais populares e desejados em todo o 
mundo (Yasir e Qin, 2007, 2009a; Rhyne et al., 2013). Estima-se que cerca de 400 000 
indivíduos das espécies Amphiprion percula e Amphiprion ocellaris sejam anualmente 
importados para os Estados Unidos (Rhyne et al., 2012). Segundo Wabnitz et al. (2003), 
entre 1997-2002, o peixe-palhaço, mais conhecido como Nemo devido ao famoso filme “À 
procura de Nemo”, foi a espécie ornamental marinha mais exportada, totalizando 15,6% do 
número total de peixes enviados para todo o mundo e mais de 25% para países europeus. 
Assim, o peixe-palhaço foi considerado o peixe-dourado da aquariofilia marinha, sendo que 
o seu valor é julgado através da coloração da pele (Hoff, 1996). Para além disto, os 
indivíduos do género Amphiprion são uma boa referência para pesquisas científicas, 
especialmente em estudos nutricionais e de biologia reprodutiva (Fernando et al., 2006; 
Vinoth et al., 2010; Madhu et al., 2012). Nos dias de hoje já se verifica um grande sucesso 
no cultivo de várias espécies de peixes-palhaço de diferentes locais do mundo (Hoff, 1996; 
Ignatius et al., 2001; Kumar e Balasubramanian, 2009; Dhaneesh et al., 2011, 2012). 
 
Mas, apesar da sua fama no mundo da aquariofilia, a produção de A. percula enfrenta 
ainda diversas dificuldades devido às taxas de mortalidade observadas nas primeiras fases 
do ciclo de vida e mal formações devido ao stress, mas o principal problema continua a ser 
a desvalorização devido à diferença de cor em relação aos seus congéneres selvagens 
(Dhaneesh, 2012) que apresentam um laranja avermelhado ou rosado, enquanto os de 
cativeiro exibem um laranja amarelado ou brilhante. Segundo Tanaka et al. (1992) a 
composição de carotenoides no tegumento possui potencial de modificação da cor do 
peixe-palhaço de amarelo-alaranjado para laranja-rosado quando os indivíduos são 
transportados do meio natural para tanques de cultivo, mas as condições não foram ainda 
analisadas. 
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Os peixes ornamentais são caracterizados pela grande diversidade de cores e seus 
padrões. O sucesso do comércio da aquariofilia, bem como o marketing do produto estão 
muito dependentes da intensidade e colorações vibrantes dos peixes, forma e tamanho 
corporal e forma das barbatanas. Todos estes fatores são determinantes para o preço dos 
indivíduos no mercado mundial (Gouveia et al., 2003; Gouveia e Rema, 2005), e o peixe-
palhaço não é exceção (Tanaka et al., 1992; Ho et al., 2013). 
 
Na natureza, os peixes possuem cores vivas e intensas mas, em condições de cultivo 
intensivas, essa coloração desvanece, tornando-os menos apreciados no mercado. Ao 
longo do tempo foram encontradas soluções para este problema, verificando-se que a cor 
dos indivíduos pode ser alterada por fatores ambientais, através de arranjos de 
cromatóforos presentes na pele (Sugimoto, 1993; Yasir e Qin, 2009b). De acordo com os 
autores, a mudança da cor de fundo pode provocar adaptações fisiológicas, comummente 
conhecidas como camuflagem de forma a diminuir as interações predador-presa. Este fator 
pode não só ter impacto no sucesso alimentar de larvas de peixe, conseguindo também 
afetar a performance de cor dos indivíduos. Yasir e Qin (2009a) afirmam que, dentro dos 
fatores que induzem alterações de cor estão os fatores de stress ambientais e verificaram 
que a baixa intensidade luminosa ou a coloração de fundo azul podem tornar a pele dos 
peixes-palhaço mais brilhante, tornando-os desejados, valorizando o seu preço a nível 
comercial. Mas, a manipulação ambiental encontra-se longe de alterar permanentemente 
a composição de pigmentos na pele dos peixes, sendo que a alternativa poderá passar por 
explorar a resposta dos peixes-palhaço à manipulação através da dieta (Ramamoorthy et 
al., 2010; Yasir e Qin, 2010; Ho et al., 2013, 2014). 
 
 
a) 
  
b) 
 
  
Figura 1.3 - Exemplares de Amphiprion percula, selvagem (a) vs cativeiro (b). Autores:  
Francesco Ricciardi e desconhecido.  
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Os carotenoides são sintetizados por plantas, algas e certas bactérias (McGraw e 
Ardia, 2003; van Nieuwerburgh et al., 2005), sendo responsáveis pela coloração vermelha, 
laranja e amarela dos peixes e crustáceos (Hill et al., 2002). Sabe-se que a coloração 
laranja da pele da espécie Amphiprion ocellaris, parente próximo de A. percula, depende 
dos carotenoides ingeridos (Tanaka et al., 1992; Hoff, 1996). Possuem um importante papel 
na regulação da cor destes organismos uma vez que, tal como em outros animais, os 
peixes não são capazes de sintetizar carotenoides (Goodwin, 1984; Ho et al., 2013), 
estando dependentes da sua presença na dieta (McGraw e Ardia, 2003; van Nieuwerburgh 
et al., 2005). Para além da pigmentação, as microalgas presentes contêm outros nutrientes 
essenciais que determinam a qualidade, sobrevivência, crescimento e resistência a 
doenças por parte dos peixes de aquário. Através da ingestão de carotenoides, os peixes 
são capazes de modificar os carotenoides alimentares e armazená-los no tegumento e 
outros tecidos (Yasir e Qin, 2010). Parece então existir uma relação direta entre 
carotenoides e a coloração existente nos peixes (Ramamoorthy et al., 2010). Uma vez que 
os indivíduos de cultivo, contrariamente aos selvagens, não têm acesso a carotenoides 
naturalmente, torna-se necessária a adição destes em dietas de modo a manter a 
coloração brilhante. Levanta-se a hipótese que através da adição desses carotenoides seja 
possível modular uma coloração laranja mais intensa e atrativa nos exemplares de  
A. percula em cativeiro. 
 
A ingestão de carotenoides através da dieta, tais como β, β - caroteno, zeaxantina 
(β, β-caroteno – 3,3’ – diol) e astaxantina (3 – 3’ – di-hidroxi - β, β – caroteno – 4, 4’ – diona) 
leva a uma deposição direta destes componentes na pele sem modificações ou como 
metabolitos (Blount et al., 2002; Hudon et al., 2003, Ho et al., 2013). Para além de 
promoverem coloração, foi já demonstrado que os carotenoides, especialmente 
astaxantina, possuem fortes propriedades antioxidantes através da ação como coletores 
de radicais de oxigénio livre. Com esta característica parecem capazes de remover 
potenciais espécies de oxigénio ativo danificadoras, radicais livres orgânicos, oxigénio 
atómico (1O2) e radicais de hidróxido (•OH) dos sistemas metabólicos (Goto et al., 2001). 
Contudo, o aspeto mais importante da astaxantina em termos de aquacultura da espécie 
A. ocellaris é o facto de esta ser o elemento chave dos pigmentos na dieta destes 
organismos (Tanaka et al., 1992, Hoff, 1996).  
 
A astaxantina, um carotenoide classificado como xantofila, tem sido vulgarmente 
usada em aquacultura de modo a proporcionar coloração em carne de salmão (Wathne et 
al., 1998; Bjerkeng et al., 1999) e em pele de pargo (Booth et al., 2004; Kalinowski et al., 
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2005). Demonstrou também capacidade de promover coloração em vários peixes 
ornamentais como espadas (Xiphophorus hellerii), carpas koi (Cyprinus carpio) e peixe-
dourado (Carassius auratus) (Ako et al., 2000; Gouveia et al., 2003; Wallat et al., 2005). No 
que respeita a peixes-palhaço, foi verificado que quando alimentados com diferentes 
concentrações de carotenoides, incluindo astaxantina, a sua concentração na pele foi 
significativamente alterada (Hoff, 1996). Contundo, a deposição de carotenoides na pele 
dos peixes depende do seu tipo e da sua dose nas dietas, enquanto a sua eficácia em 
termos de deposição e a pigmentação parece variar de espécie para espécie. Como 
exemplo, os peixes dourados convertem o pigmento amarelo zeaxantina em astaxantina, 
e a truta arco-íris reage de forma contrária convertendo a astaxantina em zeaxantina 
(Schiedt et al., 1985).  
 
No peixe-palhaço, a sua capacidade para converter pigmentos numa dieta e 
modificar a cor da pele ainda é pouco conhecida (Yasir e Qin, 2010). Para além disso, o 
carotenoide astaxantina é extramente caro para utilização em massa na alimentação, 
sendo necessário utilizar com moderação de modo a diminuir os custos de alimentação 
numa aquacultura. As formulações exatas e concentrações mínimas a serem usadas numa 
dieta de peixe-palhaço para obtenção de uma coloração desejada não são ainda bem 
conhecidas, apesar de já ter sido verificado que uma concentração de 80-160mg kg-1 de 
astaxantina para Amphiprion e 214mg kg-1 para Premnas é essencial para atingir uma 
coloração apelativa (Ho et al., 2013). Contundo, os peixes-palhaço parecem não possuir 
capacidade para reter a cor apelativa que os caracteriza a longo prazo, caso a fonte de 
pigmentos essencial seja eliminada (Ho et al., 2014). Assim, torna-se necessário realizar 
estudos de modo a determinar a concentração mínima de astaxantina numa dieta capaz 
de ajudar no desenvolvimento de alimentações adequadas para fornecer e manter a 
coloração adequada no peixe em questão, reduzindo os custos na produção, manutenção 
em casa e em aquários públicos e aumentar o seu valor comercial (Wallat et al., 2005). 
Esta pesquisa necessita ter em conta que a expressão de uma coloração escura pode ser 
resultado de níveis elevados de stress devido à manipulação durante o cultivo, e a baixa 
dose de carotenoides pode aumentar a produção de melatonina uma vez que estes são 
conhecidos por prevenir o stress oxidativo (Chatzifotis et al., 2005). Por outro lado, observar 
que existe um nível de saturação de carotenoides e o excesso pode ser metabolicamente 
transferido e excretado (Page e Davies, 2006).  
 
Caso o melhoramento da coloração possa ser realizado através do alimento ingerido, 
administrando pigmentos enriquecidos, certamente a qualidade e preço de cada indivíduo 
 9 
 
irá aumentar. Desta forma, os produtores de peixes ornamentais testam constantemente 
métodos que tornem a coloração da pele mais intensa. Apesar disso, os esforços recentes 
têm-se focado em componentes naturais como uma alternativa a carotenoides sintéticos 
visto que, como referido anteriormente, estes são uma preocupação devido ao seu elevado 
custo (Ramamoorthy et al., 2010). 
 
Foi já avaliado o potencial de vários componentes naturais como a coloração da 
levedura Phaffia rhodozyma, as bactérias marinhas Agrobacterium aurantiacum, 
Chlorococcum sp., e as algas verdes Haematococcus pluvialis, Chlorella zofingiensis  e 
Chlorella vulgaris como fontes de carotenoides em dietas (Gouveia et al., 2003). Em termos 
de sucesso, esta última microalga demonstrou ser a mais eficiente no aumento da 
intensidade da coloração da pele em peixes ornamentais, uma vez que a sua grande 
biodisponibilidade e a membrana celular fina são fatores que contribuem para o seu êxito. 
Ainda assim, existe diferença em termos de pigmentação entre fontes naturais e sintéticas. 
Uma suplementação com C. vulgaris demonstrou uma boa pigmentação em peixes-
dourados mas, a maior taxa de carotenoides presentes na pele foi observada em peixes 
alimentados com dietas que continham astaxantina (Gouveia e Rema, 2005). Segundo 
Sinha e Asimi (2007), uma comparação entre 4 componentes naturais nestes peixes 
(spirulina, pétalas de rosa chinesa, pétalas de malmequer e lactobacilos a) demonstrou 
que as pétalas de rosa chinesas são uma boa fonte para destacar a pigmentação da pele 
e aumento o desenvolvimento das gónadas. No caso de espadas (Xiphophorus helleri), 
esta demonstrou ser uma boa fonte de pigmentos (Ezhil et al., 2008). Contudo, a 
suplementação com carotenoides sintéticos ou naturais em algumas espécies não estimula 
crescimento, eficiência alimentar ou sobrevivência tornando-se necessário suplementar a 
alimentação com proteína (Gouveia et al., 2003; Gouveia e Rema, 2005). 
 
Um dos maiores entraves do crescimento do hobby da aquariofilia nos últimos 50 
anos tem sido o desenvolvimento de alimentos comerciais, uma vez que é necessário ter 
em atenção a necessidade de quantificar os requerimentos nutricionais para a grande 
diversidade de espécies mantidas em aquários em casa ou em aquários públicos e a forma 
de disponibilizar dietas adequadas para cada indivíduo presente (Sales e Janssens, 2003; 
Lupatsch et al., 2012). Ao contrário dos peixes dourados, carpas koi e espécies tropicais 
carnívoras de água doce (Ciclídeos), várias espécies de ornamentais são mantidas num 
ambiente conjunto, tornando difícil alimentar cada organismo com um alimento específico 
suprindo as suas necessidades. Cada habitante deve ser presenteado com uma dieta 
própria, conforme os seus requisitos nutricionais, tamanho da boca, local de alimentação 
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(superfície, coluna de água ou fundo), regime alimentar, entre outros (Sales e Janssens, 
2003). As rações encontradas no mercado são ainda generalizadas, isto é, um alimento é 
identificado como sendo ideal para várias espécies ornamentais fornecendo uma mistura 
flocos/pellets para carnívoros, herbívoros e omnívoros. Mas isto não indica que todos os 
indivíduos presentes no mesmo ambiente fiquem satisfeitos nutricionalmente de igual 
forma, estando o peixe-palhaço incluído neste leque de espécies. Assim sendo, torna-se 
necessário realizar estudos de modo a tentar produzir uma alimentação essencial para as 
várias espécies existentes no mercado, nomeadamente para peixe-palhaço, garantido a 
sua boa nutrição, sobrevivência, bem-estar, crescimento, pigmentação e boa manutenção 
da qualidade da água. 
 
Referenciada anteriormente, a microalga de água doce, Chlorella, possui grande 
qualidade nutritiva e é largamente utilizada em aquacultura. Sendo um dos produtores 
primários de PUFAs (Hamilton et al., 2014), possui na sua constituição cerca de 48 – 58% 
de proteína, 8 – 17% de hidratos de carbono e 14 – 22% de lípidos tornando-a num alimento 
vivo ideal para larvas de peixes marinhos (Spolaore et al., 2006 e Postma et al., 2015).  
 
Entre as suas várias aplicações, C. vulgaris tem sido frequentemente utilizada de 
forma a aumentar as taxas de pigmentação em várias espécies de peixes, entre eles a 
truta arco-íris, a dourada, carpas koi e peixes-dourados (Gouveia et al., 1998, 2002, 2003). 
Foi já verificado que esta microalga apresenta uma concentração de pigmentos que ronda 
os 0,4% de matéria seca, onde 80% são pigmentos que induzem a coloração avermelhada, 
sendo o caso da cantaxantina e astaxantina, que são acumuladas na sua maioria quando 
esta microalga se encontra em condições de stress (Gouveia et al., 1998). Devido a estas 
características, torna-se interessante testar a sua suplementação em alimentações para  
A. percula de forma a perceber se C. vulgaris possui impacto sobre a pigmentação destes 
organismos, ajudando no seu aperfeiçoamento.  
 
Os copépodes são considerados os organismos dominantes do zooplâncton de 
águas costeiras e tropicais, representando um importante elo de ligação entre o fitoplâncton 
e níveis tróficos superiores de muitos ecossistemas aquáticos. Atualmente, este grupo tem 
sido estudado para uso em atividades de aquacultura, como alimento na fase larval de 
peixes e camarões. Foi já demonstrado que, no ambiente selvagem, as larvas de peixes 
marinhos ingerem na sua maioria náuplios de copépodes e copepoditos, sendo a presa 
preferencial entre várias espécies. Estes demonstram uma grande escala de tamanhos 
entre náuplios e adultos, movimentos típicos que estimulam a atividade predatória das 
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larvas, e são compostos por uma elevada quantidade de ácidos gordos insaturados 
(HUFAs) (Olivotto et al., 2010, 2012). Estes ácidos gordos, nomeadamente ácido 
araquidónico 20:4n-6 (AA), ácido eicosapentaenóico 20:5n-3 (EPA) e ácido 
docosahexaenóico 22:6n-3 (DHA) são essenciais para a sobrevivência e crescimento das 
larvas, tornando-se necessários numa dieta nas primeiras fases de vida dos indivíduos. A 
ausência destes pode ser a causa de fraca resistência a doenças, fraco crescimento, 
redução da eficiência alimentar, anemia e elevada mortalidade. Devido a estas 
composições a indústria da aquacultura considera importante suplementar dietas 
tradicionais com copépodes, obtendo dessa forma uma fonte de ácidos gordos essenciais. 
Avella et al. (2007, 2010) afirmam que, dentro dos modelos dos peixes marinhos, os peixes-
palhaço (Amphiprion spp.) podem ser considerados bons candidatos a estudos uma vez 
que são hermafroditas protândricos, reproduzem regularmente em condições de 
laboratório, possuem desenvolvimento larvar curto (Olivotto et al., 2010) e não são capazes 
de sintetizar HUFAs de novo (Olivotto et al., 2012). 
 
Em diferentes espécies já se verificou que os HUFAs aumentam o desenvolvimento 
de uma boa pigmentação, como é o caso do halibute (Bell et al., 2003) sendo que, desta 
forma, alguns autores afirmam que é plausível supor uma possível relação entre dietas 
enriquecidas com HUFAs presentes em copépodes e uma redução significativa do número 
de A. ocellaris com miss-bar. Ainda assim, muitos estudos indicam que a utilização de 
copépodes, como presa viva, aumenta a pigmentação em muitas espécies comerciais 
(Stottrup, 2000; Knuckey et al., 2005). Com isto, torna-se necessária a realização de testes 
de modo a entender o impacto que estes organismos possuem sobre a pigmentação de 
juvenis de peixe-palhaço. Desta forma, poderá tentar-se reduzir problemas com a 
desvalorização de A. percula no mercado devido à fraca coloração (Avella et al., 2007). 
 
Assim sendo, este trabalho experimental teve como objetivo a engorda de juvenis de 
peixe-palhaço, Amphiprion percula, com rações de diferentes composições, 
nomeadamente Copépodes e Chlorella individualmente e em combinação, avaliando o seu 
efeito na sobrevivência, comprimento, peso e alterações na pigmentação dos indivíduos. 
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2. Materiais e Métodos 
 
2.1. Desenho experimental 
 
O trabalho experimental foi realizado no laboratório de aquacultura da Escola 
Superior de Turismo e Tecnologia do Mar (Peniche, Portugal). Trezentos juvenis de peixe-
palhaço com dois meses de idade e peso médio de 0,13±0,06g foram obtidos numa 
empresa de criação de peixes ornamentais. Um sistema de recirculação, devidamente 
arejado, foi utilizado e os indivíduos foram distribuídos aleatoriamente em 12 aquários de 
vidro (50x30x30cm) com fundo azul, ambientalmente enriquecidos com tubos de PVC para 
abrigos, com 40 litros de capacidade, totalizando 530 litros (Figura 2.1). O número de 
organismos por aquário foi 25, totalizando uma densidade de 0,5 ind L-1, por forma a evitar 
comportamentos agressivos entre indivíduos, melhorando a sobrevivência, crescimento e 
bem-estar dos mesmos (Saoud et al., 2008; McKenzie et al., 2012). Um fotoperíodo de 12h 
luz:12h escuro foi adotado, o oxigénio dissolvido foi mantido a 6,0mg L-1, temperatura a 
26±2oC e a salinidade mantida a 33. Os níveis de amónia e nitritos foram analisados 
semanalmente e mantidos entre 0mg L-1 e 0,25mg L-1, sendo ajustados quando necessário 
através de trocas de água. 
 
 
 
 
a)  b)  
  
Figura 2.1 - Sistema de recirculação utilizado para a realização do trabalho experimental (a) e 
respetivo sistema RAS (b). Autor: Marcela França. 
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2.2. Dietas experimentais 
 
 Três dietas experimentais que suprimem os requisitos para a espécie utilizada, 
formuladas pela empresa SPAROS, Lda, foram testadas. Cada alimentação continha uma 
suplementação distinta, sendo a dieta A suplementada com copépodes, a deita B 
suplementada com Chlorella, e a dieta C suplementada com um mix de copépodes e 
Chlorella. Como controlo (CT), foi utilizada uma dieta comercial para peixe-palhaço (Tabela 
I). A sua distribuição foi realizada em triplicado (Figura 2.2) e os organismos foram 
alimentados ad libitum, três vezes ao dia (9:30h + 13:00h + 17:30h), por um período de 93 
dias (Fevereiro a Abril de 2015).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2 - Diagrama representativo da distribuição das três dietas experimentais. 
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Tabela I - Composição basal das dietas formuladas pela empresa SPAROS, Lda. 
 
Ingredientes (%) Controlo A B C 
Farinha de peixe 70 48,000 10,000 7,300 8,000 
Concentrado de proteína de peixe 12,000 12,500 12,000 12,000 
Farinha de lula 5,500 12,500 14,000 5,000 
Farinha de Krill 5,000 0,000 0,000 5,000 
Biomassa de Copépodes (Frescos) 0,000 40,000 0,000 20,000 
Biomassa de Chlorella (Seca) 0,000 0,000 40,000 20,000 
Glúten de Trigo 6,550 5,900 6,500 6,550 
Semente de Trigo 3,000 5,000 0,000 2,500 
Óleo de Peixe 1,000 0,000 0,550 1,000 
Pré-mistura de Vitaminas e Minerais 2,000 2,000 2,000 2,000 
Lecitina de Soja 6,500 0,000 7,200 6,500 
Ligante e Poliol 9,500 9,500 9,500 9,500 
Antioxidante em pó 0,200 0,400 0,400 0,400 
Antioxidante líquido 0,200 0,000 0,000 0,000 
MCP 1,000 0,000 0,000 0,000 
Astaxantina 0,050 0,000 0,000 0,000 
Fosfato monocálcico 0,000 2,200 0,550 1,550 
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2.3. Determinação de parâmetros morfométricos 
 
O peso e comprimento de cada indivíduo foram registados no início e no final do 
ensaio experimental. Para a realização das amostragens, os indivíduos foram anestesiados 
individualmente com 0,7ml L-1 de 2-fenoxietanol (Johnston et al., 2003). Quando se 
verificou falta de reação por parte dos organismos, foram retirados com um camaroeiro, e 
foi determinado o comprimento (cm) com o auxílio de uma régua (Figura 2.3b) e o peso (g) 
através de uma balança com quatro casas decimais, retirando-se a maior quantidade de 
água possível (Figura 2.3c). A sobrevivência foi avaliada ao longo de todo o ensaio através 
de observação e registos diários de mortalidade. 
 
a) 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
 
 Figura 2.3 - Processo realizado nas amostragens iniciais e finais do ensaio experimental. Nas 
figuras encontram-se representados os passos de anestesia (a), medição (b), pesagem (c) e 
recuperação (d). Autor: Marcela França. 
 
 
 17 
 
2.4. Determinação de parâmetros zootécnicos 
 
No final do ensaio foi possível determinar os seguintes parâmetros zootécnicos: 
 
Taxa de crescimento específico (SGR): 
𝑆𝐺𝑅 (% 𝑑𝑖𝑎−1) =  
[𝐿𝑁(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙(𝑔)) − 𝐿𝑁 (𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔))]
𝑛º 𝑑𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎
 𝑥 100 
 
Índice de crescimento diário (DGI): 
𝐷𝐺𝐼 (𝑔 𝑑𝑖𝑎−1) =  
(𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔))
1
3⁄ − (𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔))
1
3⁄
𝑛º 𝑑𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎
  
 
Taxa de crescimento absoluto (AGR): 
𝐴𝐺𝑅 (𝑔 𝑑𝑖𝑎−1) =
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔) − 𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 (𝑔)
𝑛º 𝑑𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖ê𝑛𝑐𝑖𝑎
 
 
Índice de condição (K): 
𝐾 =  
𝑝𝑒𝑠𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 (𝑔)
𝑐𝑜𝑚𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙3(𝑐𝑚)
 𝑥 100 
 
2.5. Análise de carotenoides por espectrofotometria 
 
Três peixes foram recolhidos, aleatoriamente, de cada aquário no final do ensaio. 
Estes foram anestesiados com MS-222 (90mg L-1), colocados em sacos de congelação 
individuais embrulhados em papel de alumínio e congelados a -20ºC até a análise de 
carotenoides de acordo com Yasir e Qin (2010).  
 
Amostras de pele foram retiradas de ambos os lados de cada indivíduo, entre a zona 
abdominal e a zona dorsal. Estas amostras foram transferidas, em pools de três peixes por 
aquário, para tubos de ensaio de vidro de 10mL, previamente pesados, e tapados com 
papel de alumínio. Nos tubos foram adicionados 3mL de acetona a 90% e 0,7g de sulfato 
de sódio anidro, de modo a eliminar toda a água presente na amostra, e homogeneizou-se 
as amostras, perfazendo-se de seguida o volume até 10mL com acetona. Os tubos foram 
colocados no frigorífico a 4ºC durante 4 dias para extração dos carotenoides, e a solução 
obtida foi centrifugada a 2500rpm durante 10 minutos. A absorção foi medida no 
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espectrofotómetro, em triplicado, a 663, 645 e 470nm (Ramamoorthy et al., 2010; Sumanta 
et al., 2014). 
 
a) 
 
 
b) 
 
c) 
 
d) 
 
 Figura 2.4 - Processo de conservação dos organismos recolhidos para posterior análise de 
carotenoides por espectrofotometria. Nas figuras encontram-se representados os passos de 
anestesia (a), colocação em sacos de congelação individuais (b), embrulho em papel de alumínio 
(c) e colocação em congelador a -20oC (d). Autor: Marcela França. 
 
2.6. Modelo HSB (Matiz-Saturação-Brilho) 
 
Fotografias tiradas a indivíduos de cada dieta, ao longo do tempo, foram 
analisadas através do modelo HSB. Com recurso ao programa Adobe Illustrator CC 
2015 (Figura 2.5), duas zonas dos peixes foram estudadas, zona dorsal e barbatana 
caudal. Os resultados obtidos foram comparados com valores do modelo HSB (Figura 
2.6) (Yasir e Qin, 2009a), por forma a perceber qual a dieta capaz de proporcionar uma 
pigmentação mais laranja. 
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2.7. Análise estatística 
 
Em relação ao peso e comprimento e modelo HSB, os dados foram analisados 
através de uma ANOVA de duas vias, tendo como fatores o tempo e a dieta, seguida de 
um teste de pos-hoc de Tukey para identificar diferenças entre tratamentos experimentais.  
Para a análise de carotenoides por espectrofotometria e parâmetros morfométricos 
e zootécnicos foi realizada uma ANOVA de uma via, tendo como fator as rações e os 
a) 
 
b) 
 
Figura 2.5 - Exemplo de análise de valores de HSB, numa fotografia capturada durante o ensaio, com auxílio 
do programa Adobe Illustrator CC 2015. 
Figura 2.6 - Ilustração do modelo HSB mostrando a relação entre matiz, saturação e brilho como um cone, 
com visão lateral (a) e visão superficial (b). 
 
Saturação 
B
ri
lh
o
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diferentes parâmetros, respetivamente. Seguiu-se um teste pos-hoc de Tukey para 
identificação das diferenças entre dietas. A homogeneidade foi verificada através de um 
teste de LEVENE, e os valores foram transformados quando necessário. 
 
Todas as análises estatísticas foram realizadas através do software STATISTICA 12 
para WINDOWS. O nível de significância utilizado foi p-value ≤ 0,05 para todos os testes 
estatísticos.  
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3. Resultados 
 
3.1. Parâmetros morfométricos 
 
Relativamente ao peso, os peixes alimentados com a dieta A demonstraram um peso 
final de 1,47±0,40g, valor estatisticamente superior em relação à dieta controlo e todas as 
restantes. Pelo contrário, os indivíduos alimentados com a dieta C revelaram pesos finais 
significativamente inferiores à dieta controlo e a todas as outras, atingindo um peso médio 
de 0,90±0,29g (Figura 3.1a). Quanto ao comprimento, os peixes alimentados com mistura 
de Chlorella e Copépodes (Dieta C) demonstraram comprimento final de 3,49±0,42cm, 
encontrando-se estatisticamente inferiores ao controlo e a todas as restantes alimentações.  
 
A dieta A, com um valor médio de comprimento de 4,00±0,37cm revelou ser 
estatisticamente superior em relação ao Controlo com 3,73±0,38cm de comprimento 
médio, mas não em relação à dieta B que apresentou 3,80±0,52cm de comprimento médio. 
Os peixes alimentados com esta dieta também não revelaram diferenças estatisticamente 
significativas em relação à dieta Controlo (Figura 3.1b). 
 
É notório que os peixes alimentados com a dieta A foram os que registaram maior 
crescimento ao longo da experiência, quer em termos de peso, quer em termos de 
comprimento total. O seu peso aumentou, em média, 1,32g, enquanto nas dietas B, C e 
Controlo os aumentos foram de 1,09g, 0,79g e 1,05g, respetivamente. Já o comprimento 
total aumentou, em média, para a dieta A, 2,21cm, e para as restantes dietas, B, C e 
Controlo, aumentou 1,96cm, 1,69cm e 2,03cm, respetivamente. 
 
Ainda assim, todas as dietas revelaram um aumento de peso e comprimento total 
significativo ao longo do tempo. Diferenças significativas revelaram-se apenas no final do 
ensaio, para ambos os fatores, indicando que a população era homogénea no início do 
ensaio. 
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3.2. Parâmetros zootécnicos 
 
A performance de crescimento e os parâmetros morfométricos dos juvenis de  
A. percula, alimentados com as diferentes dietas experimentais durante o ensaio de 
crescimento, encontram-se representados na tabela II. Apenas no índice de crescimento 
diário e na taxa de crescimento absoluto foram encontradas diferenças estatisticamente 
significativas, sendo que em ambos os parâmetros a dieta C demonstrou valores 
significativamente mais baixos em relação a todas as outras. 
a)  
b)  
Figura 3.1 - Peso inicial e final em gramas (a) e comprimento inicial e final em centímetros (b) 
observado em todas as dietas. Os valores encontram-se expressos como média ± DP. Asterisco 
assinala diferenças estatisticamente significativas entre tempos para a mesma dieta. Letras 
indicam diferenças entre dietas para o mesmo tempo (ANOVA de duas vias, p ≤ 0,05). 
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Tabela II - Parâmetros morfométricos (K) e zootécnicos (SGR, DGI, AGR) de juvenis de  
Amphiprion percula alimentados com diferentes dietas experimentais. Os valores encontram-se 
expressos como média ± DP. Letras indicam diferenças estatisticamente significativas entre os 
diferentes parâmetros (ANOVA de uma via, p ≤ 0,05). 
 
3.3. Análise de carotenoides por espectrofotometria 
 
A análise espectrofotométrica demonstrou que os peixes alimentados com a dieta C 
continham uma maior concentração de carotenoides na pele, com 122,63±21,10 mg kg-1, 
seguindo-se dos peixes alimentados com a dieta B, apresentando 49,62±22,07 mg kg-1 
(Figura 3.2). A dieta A e a Controlo foram as que demonstraram menor concentração de 
carotenos. Todas as alimentações apresentaram diferenças estatisticamente significativas 
entre si, exceto a dieta A em relação à dieta Controlo, com 23,47±7,26 mg kg-1 e 
29,00±15,49 mg kg-1, respetivamente. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Através da observação dos ʎ máximos obtidos (Tabela III), tornou-se possível determinar 
quais os carotenoides presentes na pele dos peixes expostos às diferentes dietas 
experimentais. Em todos foram verificados carotenos em comum, tais como α-caroteno, β-
Parâmetro Controlo A B C 
SGR (% dia-1) 2,395 ± 0,082 2,399 ± 0,168 2,485 ± 0,074 2,226 ± 0,182 
DGI (g dia-1) 0,006 ± 7,734a 0,006 ± 0,000a 0,006 ± 0,000a 0,005 ± 0,000b 
AGR (g dia-1) 0,012 ± 0,001a 0,014 ± 0,001a 0,012 ± 0,000a 0,008 ± 0,000b 
K  2,418 ± 0,171 2,296 ± 0,055 2,216 ± 0,154 2,114 ± 0,035 
Figura 3.2 - Concentração de carotenoides observada na pele dos peixes expostos às diferentes dietas 
experimentais, através de espectrofotometria. Os valores encontram-se expressos como média ± DP. 
Letras indicam as diferenças estatisticamente significativas entre os diferentes tratamentos (ANOVA 
de um fator, p ≤ 0,05). 
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caroteno, Licopeno e Zeaxantina. Apenas os peixes alimentados com a suplementação de 
copépodes apresentaram o carotenoide y-caroteno. 
 
Tabela III - Carotenoides observados na pele dos peixes expostos às diferentes dietas 
experimentais. Valores obtidos através da comparação do ʎmáx (nm) encontrados, com valores 
base (Rodriguez-Amaya., 2001). 
 Controlo  A B C 
 
 
 
ʎmáx (nm) 
370  461 452 369 
451  465 369 451 
450  370 451 476 
369  475 476 373 
452   450 450 
    449 
    475 
 
 
Carotenos 
β-caroteno  y-caroteno β -caroteno β -caroteno 
Zeaxantina  α -caroteno Zeaxantina Zeaxantina 
α-caroteno  Licopeno α -caroteno α -caroteno 
Licopeno   Licopeno Licopeno 
 
3.4. Análise visual da coloração da pele 
 
Ao longo de todo o ensaio experimental, a pigmentação dos indivíduos foi analisada 
visualmente e registada através de fotografias obtidas semanalmente. Na figura 3.3 
encontra-se representada a evolução da coloração, desde Fevereiro a Abril, em cada uma 
das dietas. Verifica-se que, desde o primeiro mês, os peixes alimentados com a 
suplementação de copépodes foram os que demonstraram uma pigmentação mais 
alaranjada, sendo que os indivíduos alimentados com Chlorella e Cop+Chl se encontravam 
ainda semelhantes.  
 
A partir do segundo mês de ensaio, as diferenças começaram-se a tornar mais 
evidenciadas sendo que, os peixes alimentados com a dieta controlo foram os que 
apresentaram uma coloração menos intensa, os da dieta Chlorella tornaram-se mais 
amarelados que os da dieta Cop+Chl e, por fim, os indivíduos da dieta com Copépodes 
apresentavam uma pigmentação laranja intensa. 
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Figura 3.3 - Análise visual da coloração dos indivíduos alimentados com as diferentes dietas 
experimentais em Fevereiro (a), Março (b) e Abril (c). 
 
 
a) 
 
b) 
 
c) 
   
Controlo1 Controlo1 
Controlo1 Controlo2 Controlo3 
 Copépodes1  Copépodes2  Copépodes3 
 Chlorella1  Chlorella2  Chlorella3 
 Cop+Chl1  Cop+Chl2  Cop+Chl3 
Controlo2 Controlo3 Controlo2 Controlo3 
 Copépodes1  Copépodes2  Copépodes3  Copépodes1  Copépodes2  Copépodes3 
 Chlorella1  Chlorella2  Chlorella3  Chlorella1  Chlorella2  Chlorella3 
 Cop+Chl1  Cop+Chl2  Cop+Chl3  Cop+Chl1  Cop+Chl2  Cop+Chl3 
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3.4.1. Modelo HSB (Matiz - Saturação - Brilho) 
 
Por forma a complementar a observação visual, realizou-se uma análise de coloração 
de imagem, recorrendo ao modelo HSB. Em relação à zona dorsal do corpo dos indivíduos 
(Figuras 3.4, 3.5, 3.6) a dieta A, suplementada com copépodes, apresentou os valores de 
matiz mais baixos, indicando que se encontrava mais perto do laranja. Pelo contrário, a 
Dieta B suplementada com Chlorella, apresentou valores de matiz mais elevados, 
encontrando-se mais próximo do amarelo. Apenas foram verificadas diferenças 
estatisticamente significativas entre dietas, sendo todas diferentes entre todas. No que toca 
ao brilho, a dieta controlo obteve os valores mais baixos, sendo estatisticamente diferente 
das restantes dietas. Também neste parâmetro, o mês de Fevereiro demonstrou diferenças 
em relação a Abril, em todas as dietas. Por último, a saturação da zona dorsal dos 
indivíduos revelou que, a dieta A em Fevereiro foi significativamente diferente da mesma 
em Março e Abril. 
 
Analisando a barbatana caudal dos peixes (Figuras 3.7, 3.8, 3.9), a matiz revelou 
novamente que os organismos alimentados com a dieta com copépodes se encontravam 
mais próximos do laranja, devido aos valores mais próximos de 0, e que os da dieta 
suplementada com Chlorella se encontravam próximos do amarelo, com valores próximos 
de 60 (Yasir e Qin, 2009a). Foram observadas diferenças significativas entre tempos 
independentemente da dieta, e entre dietas independentemente do tempo. Mais 
concretamente, o mês de Fevereiro foi diferente de Março e Abril em todas as dietas, e 
apenas a dieta C demonstrou diferenças em relação à dieta controlo. Na saturação, apenas 
a dieta controlo revelou diferenças em relação a todas as outras e, no brilho, a mesma 
dieta revelou-se diferente da dieta B. 
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Figura 3.4 - Matiz (o) da zona dorsal dos indivíduos, observada nas diferentes dietas, ao longo do 
tempo. Os valores encontram-se expressos como média ± DP. Letras maiúsculas indicam as 
diferenças estatisticamente significativas entre dietas independentemente do tempo (ANOVA de 
duas vias, p ≤ 0,05). 
 
Figura 3.5 - Brilho (%) da zona dorsal dos indivíduos, observada nas diferentes dietas, ao longo do 
tempo. Os valores encontram-se expressos como média ± DP. Letras maiúsculas indicam as 
diferenças estatisticamente significativas entre dietas independentemente do tempo. Símbolos 
indicam diferenças entre tempos, para a mesma dieta (ANOVA de duas vias, p ≤ 0,05). 
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Figura 3.6 - Saturação da zona dorsal dos indivíduos, observada nas diferentes dietas, ao longo do 
tempo. Símbolos indicam diferenças entre tempos, para a mesma dieta. Os valores encontram-se 
expressos como média ± DP (ANOVA de duas vias, p ≤ 0,05). 
Figura 3.7 - Matiz (o) da barbatana caudal dos indivíduos, observada nas diferentes dietas, ao longo 
do tempo. Letras maiúsculas indicam diferenças entre dietas independentemente do tempo. 
Símbolos indicam diferenças entre tempos, para a mesma dieta. Os valores encontram-se 
expressos como média ± DP (ANOVA de duas vias, p ≤ 0,05). 
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Figura 3.8 - Saturação (%) da barbatana caudal dos indivíduos, observada nas diferentes dietas, 
ao longo do tempo. Letras maiúsculas indicam diferenças entre dietas independentemente do 
tempo. Os valores encontram-se expressos como média ± DP (ANOVA de duas vias, p ≤ 0,05). 
Figura 3.9 - Brilho da barbatana caudal dos indivíduos, observada nas diferentes dietas, ao longo 
do tempo. Letras maiúsculas indicam diferenças entre dietas independentemente do tempo. Os 
valores encontram-se expressos como média ± DP (ANOVA de duas vias, p ≤ 0,05). 
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4. Discussão 
 
O peixe-palhaço, Amphiprion percula, é um dos peixes marinhos ornamentais mais 
conhecidos e desejados em todo o mundo, levando a que todos os amantes da aquariofilia 
procurem os exemplares que apresentem uma pigmentação vermelho-alaranjada e três 
bandas brancas bem formadas, como é comum observar nos indivíduos selvagens. Desta 
forma, inúmeros esforços têm sido realizados de modo a melhorar o cultivo intensivo desta 
espécie, incluindo diversos estudos científicos em nutrição (Sales e Janssens, 2003). 
Procura-se proporcionar um melhor crescimento e coloração dos organismos de cultivo, 
lutando contra a sobre exploração e o seu impacto nas populações de A. percula 
(Wittenrich, 2007; Olivotto et al., 2011). 
 
Neste trabalho, quatro dietas formuladas para a engorda de juvenis de peixe-palhaço 
estiveram em estudo, sendo avaliado o seu efeito na sobrevivência, comprimento, peso e 
alterações na pigmentação dos indivíduos.  
 
No que respeita ao crescimento, os peixes alimentados com a dieta A, suplementada 
com copépodes, demonstraram um aumento de peso e comprimento superior em relação 
às restantes alimentações, com valores de 1,32g e 2,21cm, respetivamente. A dieta B, 
suplementada por Chlorella revelou ser a segunda melhor nestes parâmetros, seguida da 
dieta controlo e, por último, da dieta C.  
 
Santana et al. (2015) testaram novas alimentações em Amphiprion ocellaris, 
registando um aumento de peso médio de 0,12 - 0,21g e crescimento de 0,17cm. Embora 
o trabalho referido tenha decorrido durante um período de tempo menor e com indivíduos 
de outra espécie, de peso inicial superior, as dietas aqui estudadas parecem ter sido 
capazes de superar estes valores, com aumento de peso médio de 0,79 – 1,32g e 
crescimento de 1,69 – 2,21cm. A superação pode ser verificada através da taxa de 
crescimento específico (SGR), que no estudo anterior foi mais baixa, com valores de 
 0,73 – 1,13% dia-1 comparativamente a 2,226±0,182 – 2,395±0,082% dia-1. 
 
Foi demonstrado que, no meio selvagem, as larvas de peixes marinhos se alimentam 
principalmente de náuplios de copépodes e copepoditos (Villalta et al., 2005; Avella et al., 
2007), sendo que estes dominam o conteúdo estomacal das larvas (Holt, 2003). São 
naturalmente ricos em ácidos gordos essenciais, HUFAs, extremamente importantes para 
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a sobrevivência e crescimento, sendo essenciais em dietas larvares. Para além disso, 
melhoraram a pigmentação normal e reduzem a frequência de deformações (Avella et al., 
2007; Olivotto et al., 2008).  
 
Embora a maioria se refira a copépodes como alimento vivo para larvas de peixes 
marinhos, o estudo aqui apresentado poderá ter demonstrado que este suplemento pode 
ser essencial e enriquecedor numa dieta para juvenis de peixe-palhaço,  
Amphiprion percula, uma vez que foi na dieta A que se verificou um crescimento mais 
elevado, maior pigmentação e mais rápida e melhor formação das bandas brancas, como 
já teria sido verificado por Avella et al. (2007).  
 
Apesar de também apresentar copépodes na sua composição, embora a sua 
quantidade seja menor, a dieta C revelou os valores de crescimento mais baixos em 
relação às restantes. A combinação de copépodes e Chlorella poderá não ter funcionado 
em termos de nutrição, bem como a menor quantidade de farinha de peixe e farinha de lula 
em relação às restantes dietas, causando um crescimento mais lento nos organismos. Ao 
longo do ensaio verificou-se uma degustação mais fraca por parte dos peixes em relação 
a esta dieta, comparativamente às dietas A, B e controlo, podendo indicar que o alimento 
não seria apelativo para os indivíduos. Desta forma, a quantidade de alimento ingerido foi 
reduzida e, consequentemente, o crescimento e desenvolvimento dos indivíduos terá sido 
diminuído. Uma vez que a microalga de água doce, Chlorella, não faz parte da alimentação 
normal da espécie em estudo, pode ter contribuído para o baixo interesse por parte dos 
indivíduos pelas dietas com este suplemento.  
 
Contudo, todas as dietas contribuíram para o crescimento e sobrevivência da espécie 
em cativeiro, proporcionando o bem-estar e bom desenvolvimento dos indivíduos. Apenas 
a dieta C revelou um ligeiro atraso no índice de crescimento diário e taxa de crescimento 
diário mas, ainda assim, estes valores não foram prejudiciais. Contudo, um rápido 
crescimento pode resultar na redução da fase larvar, considerado o período mais delicado 
da história de vida dos peixes. Em situações de aquacultura intensiva atingir estes 
resultados é essencial, uma vez que permite a redução dos custos de produção, permitindo 
oferecer ao mercado de peixes ornamentais um produto capaz de competir com espécimes 
selvagens de custos menos elevados (Avella et al., 2007), tendo sempre em conta a saúde 
e bem-estar dos organismos. 
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No geral, as espécies ornamentais são vendidas à unidade e selecionadas por 
tamanho, tornando o comprimento o fator mais importante para o negócio. Ainda assim, é 
importante obter um equilíbrio entre peso e comprimento, garantindo uma melhor condição 
a cada indivíduo. O fator de condição representa um indicador quantitativo do bem-estar 
dos peixes, sendo que os ornamentais são avaliados em termos de qualidade com base 
na aparência e atributos físicos (Moorhead and Zeng, 2010; Guidelli et al., 2011). Valores 
de índices de condição elevados demonstram fatores de cultivo favoráveis, e os valores 
baixos indicam fatores menos favoráveis (Blackwell et al., 2000). Nos resultados obtidos, 
todas as dietas conseguiram proporcionar bons valores de índices de condição, sendo que 
na dieta controlo atingiu-se o valor mais elevado, seguindo-se a dieta suplementada com 
copépodes. 
 
A coloração é um importante fator no negócio da aquacultura ornamental a nível 
mundial. Desde sempre que os peixes-palhaço que possuam uma pigmentação laranja 
avermelhada são mais requisitados pelos aquaristas (Tanaka et al., 1992). Este estudo 
demonstrou que a alimentação poderá ser um fator capaz de alterar a coloração não só no 
corpo mas também nas barbatanas dos indivíduos, e o desenvolvimento de novas dietas 
poderá vir a ser considerado um dos fatores contribuidores para o grande crescimento 
deste hobby mundial (Ramamoorthy et al., 2010).  
 
Os carotenoides são a fonte primária de pigmentação nos peixes ornamentais 
tropicais, como é o caso do peixe palhaço, Amphiprion percula, sendo responsáveis por 
diversas cores como o amarelo e o vermelho (Ramamoorthy et al., 2010).  
 
Os efeitos das dietas na pigmentação da espécie em estudo foram observados 
através de vários métodos como análise de carotenoides por espectrofotometria, análise 
visual e observação de imagem com o modelo HSB, método utilizado em diversos estudos 
anteriores (Kalinowski et al., 2005; Yasir e Qin, 2009a, 2009b, 2010; Ho et al., 2013, 2014). 
  
Em relação à análise de carotenoides por espectrofotometria, observou-se que a 
dieta C continha maior concentração de carotenos em relação às restantes, seguindo-se 
da dieta B, dieta Controlo e, por último, dieta A. Uma vez que os comprimentos de onda 
utilizados durante o processo atingiam carotenos responsáveis pela coloração amarela 
(Rodriguez-Amaya., 2001), poderá ser possível concluir que os peixes alimentados com a 
dieta A se encontravam mais afastados desta cor, revelando os valores de concentração 
mais baixos. Esta situação pode ser comprovada através dos carotenos obtidos nos picos 
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de absorvância máxima (Tabela III). A pele dos indivíduos alimentados com as dietas 
Controlo, B e C continha β-caroteno, α-caroteno, zeazantina e licopeno. Já a pele dos 
exemplares alimentados com a dieta A apenas continham α-caroteno, y-caroteno e 
licopeno. Nenhum exemplar continha astaxantina na pele, vulgarmente usada em 
aquacultura de modo a proporcionar coloração em carne de salmão (Wathne et al., 1998; 
Bjerkeng et al., 1999) e em pele de pargo (Booth et al., 2004; Kalinowski et al., 2005). 
 
 Uma vez que todas as espécies de peixes exibem diferentes reações ao 
metabolismo de carotenoides (Matsuno, 2001), os exemplares de A. percula poderão ter 
metabolizado a astaxantina, como foi verificado em truta arco-íris, Oncorhynchus mykiss, 
em que a astaxantina foi metabolizada para zeaxantina, responsável pela coloração 
amarela (Schiedt et al., 1985). O mesmo foi verificado por Yasir e Qin (2010), com peixe-
palhaço que transferiu a astaxantina para zeaxantina e cantaxantina. Esta situação poderia 
explicar o aparecimento de zeaxantina em todos os indivíduos, exceto os alimentados com 
a dieta A, justificando a coloração menos laranja. Contudo, e uma vez que apenas a dieta 
controlo continha astaxantina na sua composição, este resultado não pode ser 
comprovado, sendo necessários estudos futuros. 
 
Outro caroteno presente nos indivíduos de todas as dietas, exceto a dieta A, foi o β-
caroteno. Yasir e Qin (2010) verificaram anteriormente que este carotenoide tornou a 
coloração de juvenis de peixe-palhaço amarelo-alaranjada. O mesmo pode ter sido 
verificado neste estudo, uma vez que os indivíduos alimentados com as dietas Controlo, B 
e C, que revelaram uma coloração menos laranja intensa, possuíam na sua pele este 
carotenoide. Ainda assim, estes resultados necessitam ser estudados mais 
profundamente, através de um método capaz de avaliar a quantidade de cada caroteno 
presente nas amostras, como é o caso do HPLC (High Performance Liquid 
Chromatography). 
 
Através do modelo HSB foi possível perceber quais os peixes que possuíam uma 
coloração mais laranja, encontrando-se mais próximos dos seus parentes selvagens.  
 
O modelo Matiz-Saturação-Brilho (HSB) é uma representação matemática da cor, 
muito semelhante à perceção da cor pelo Homem (Georgieva et al., 2005). Este modelo 
divide a cor em três componentes: matiz, saturação e brilho. Matiz, considerada a cor pura, 
é medida em graus angulares em torno do cone, iniciando e terminando em 0º e 360º, 
respetivamente. Estes graus correspondem à cor vermelha, assim como 60º correspondem 
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à cor amarela, 120º à cor verde e 240º ao azul. Saturação é a pureza da cor, medida em 
percentagem, desde o centro do cone (0) até à superfície (100). A 0% de saturação, a matiz 
é insignificante. A 0% de brilho, tanto a matiz como a saturação são insignificantes. 
 
Neste trabalho foram analisadas duas zonas dos peixes, zona dorsal e barbatana 
caudal. Nas duas zonas, a matiz dos indivíduos alimentados com a dieta suplementada 
com copépodes demonstrou valores mais próximos de 0º indicando, desta forma, que esta 
dieta proporcionou a coloração mais laranja. Por outro lado, a dieta suplementada com 
Chlorella revelou os valores de matiz mais elevados, próximos de 60º, indicando uma 
coloração mais próxima do amarelo. Apenas na barbatana caudal os valores de matiz 
foram variáveis ao longo do tempo mas, ainda assim, não afetou os resultados em relação 
às dietas.  
 
Em relação à saturação (mais cor), os indivíduos alimentados com a dieta B 
mostraram valores superiores em relação às restantes dietas, ou seja, possuíam mais cor 
amarela. Contudo, não existiram diferenças entre dietas. A redução de saturação verificada 
na dieta A, na zona dorsal, ao longo do tempo, poderá ser explicada pelo aparecimento na 
coloração preta nessa zona, típica da espécie. 
 
Existiram já várias tentativas de intensificar a cor vermelha em peixes de cultivo, 
como é o caso do Pagrus auratus e Pagrus pagrus (Cejas et al., 2003), onde os peixes 
alimentados com astaxantina demonstraram um valor mais baixo de matiz, demonstrando 
uma cor mais avermelhada (Kalinowski et al., 2005), e a adição de β-caroteno não 
aumentou esta coloração.  
 
Vários estudos demonstraram que peixes marinhos alimentados com HUFAs, 
naturalmente presentes em copépodes, possuíam uma pigmentação normal e baixa 
frequência de deformações (Avella et al., 2007; Olivotto et al., 2008), como é o caso do 
halibute, onde foi possível aumentar a pigmentação da zona dorsal ou eliminar o fenómeno 
da má pigmentação (Bell et al., 2003). 
 
Assim sendo, uma vez que a utilização de copépodes como presa viva aumenta a 
pigmentação em várias espécies comerciais (Bell et al., 2003), estudos do efeito destas 
espécies de zooplâncton na pigmentação em juvenis de peixe-palhaço podem ser 
importantes para a aquacultura ornamental. No caso deste trabalho, a dieta A 
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suplementada com estes organismos revelou ser a melhor candidata para a melhoria da 
coloração de A. percula, colocando os peixes de cultivo mais próximos dos seus 
congéneres selvagens. 
 
A microalga Chlorella tem sido usada com sucesso no aumento de taxas de 
pigmentação em truta arco-íris (Gouveia et al., 1998), dourada (Gouveia et al., 2002) e 
peixes ornamentais como carpa koi e peixes dourados (Gouveia et al., 2003). Para além 
disto, foi já demonstrado que possui pigmentos em concentrações elevadas, com potencial 
de aumentar a matiz vermelha (Gouveia et al., 1998).  
 
No caso de A. percula o mesmo não se verificou, uma vez que os indivíduos 
alimentados com a dieta suplementada com Chlorella revelaram uma coloração mais 
amarela, com valores de matiz mais próximos desta. A justificação pode ser dada pelo facto 
de esta microalga ter apresentado ser uma boa fonte de pigmentos com potencial interesse 
em matizes amarelas e azuis (Gouveia e Rema, 2005). 
 
A dieta C, suplementada por copépodes e Chlorella, demonstrou valores de matiz 
mais baixos em relação à dieta anteriormente descrita, o que poderá demonstrar que, 
apesar de os indivíduos terem ingerido menos alimento e terem um crescimento mais 
reduzido, o facto de a dieta conter copépodes colaborou para a pigmentação mais laranja 
em relação à dieta suplementada apenas com Chlorella.  
 
Ao observar a concentração de carotenoides obtida nos indivíduos alimentados com 
esta dieta, a concentração mais elevada poderá indicar que a pele dos peixes continha 
maior quantidade de carotenos responsáveis pelo amarelo em relação às B e controlo mas, 
este resultado apenas poderá ser verificado através de HPLC, como foi referido 
anteriormente.  
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5. Conclusão 
 
Peixes e outros invertebrados são incapazes de sintetizar carotenoides (Matsuno, 
2001), necessitando recorrer a alimento que os contenha. Embora o peixe-palhaço possa, 
temporariamente, alterar a expressão da cor através da mudança de intensidade da luz 
(Yasir e Qin, 2009a) ou da coloração do fundo (Yasir e Qin, 2009b), não é possível alterar 
a composição de pigmentos através de alterações ambientais. Desta forma, torna-se 
necessário estudar a resposta da expressão de cor de peixe-palhaço em função da dieta. 
 
O objetivo será encontrar uma dieta capaz de contribuir para melhoria de 
crescimento, bem-estar, sobrevivência e pigmentação de juvenis de Amphiprion percula. 
Estes fatores são essenciais para uma produção intensiva em aquacultura ornamental, 
possibilitando o abastecimento em grande escala do negócio da aquariofilia.  
 
Cada vez mais são realizados estudos na tentativa de melhorar o cultivo desta que é 
uma das espécies mais conhecidas e procuradas pelos amantes da aquariofilia, sendo a 
pigmentação o principal alvo de estudo. 
 
Neste trabalho, todas as dietas demonstraram contribuir para o crescimento e 
sobrevivência dos juvenis, com taxas de crescimento específico entre 2,226±0,182 e 
2,395±0,082% dia-1, sendo que indivíduos alimentados com dieta suplementada com 
copépodes atingiram os valores mais elevados. Também aqui foi atingida uma 
pigmentação mais próxima do laranja, típica nos peixes-palhaço selvagens, demonstrado 
através de diferentes métodos como análise de carotenoides por espectrofotometria e 
análise de imagem recorrendo ao modelo HSB.  
 
Ainda assim, futuros estudos tornam-se necessários por forma a perceber a 
quantidade de cada caroteno presente na pele dos indivíduos alimentados com os 
diferentes suplementos, e se os resultados obtidos se encontram próximos de indivíduos 
selvagens, complementando os resultados obtidos neste estudo. 
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Anexos 
 
Anexo I 
 
Parte do trabalho realizado foi aceite, como comunicação oral, no congresso 
FENACAM & LACAQUA’15, com o título “ANEMONEFISH, Amphiprion percula GROWTH 
UNDER DIFFERENT DIETS”, com lugar em Fortaleza, Brasil, em Novembro de 2015. 
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Anexo II 
 
Um trabalho realizado em paralelo, com o título: “Anemonefish, Amphiprion percula 
behavior on captivity under different diets conditions” teve presença no congresso 
Aquaculture Europe, realizado em Roterdão, Holanda, em Outubro de 2015. 
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